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論 文 内 容 要 旨
緒言
ウニ類の増養殖 においても、他の魚介類 と同様に、健康な種苗の生産 と大量整死
の防止が重要な研究課題 となっている。 これ らの課題を研究するための基盤 となる
のは、対象生物 の恒常性を維持するための生理調節機構 の把握である。対象生物の
健康度の判定や疾病 の予防などを行な うためには、生理調節機構の一つである生体
防御機構 の解 明が重要である。また、棘皮動物は水産重要種を含 むばか りでな く、
分類学上は脊椎動物などと同じ後 口動物群に属 しているため、比較免疫学的な立場
か らもその生体防御機構 の解析に強い関心が持たれ る。本研究は、キタムラサキウ
ニの体腔細胞 について細胞性の生体防御機構の中心をなす食作用機構 と、殺菌作用
と密接 に関係 している活性酸素産生機構を解析することで、生体防御 にお ける体腔
細胞の機能 と機能発現様式の一端を明 らかにすることを目的 としている。
1.体腔 細 胞
1)体腔 細 胞 の形 態 と分 類
キ タム ラサ キ ウニ よ り採取 した体腔 液 は直 ちに凝 固を示 し、 そ の凝 固体 腔 液 中で
は体腔 細 胞 の凝 集が 起 こって い るこ とが観察 され た。体 腔 液 の凝 固 と体腔 細 胞 の凝
集 は、EDTAや2-mercaptoethanol(2-ME)+caffeineなどで 阻害 され る こ とか ら、
ジスル フィ ド結 合や カル シウムイ オ ンが凝 固 と凝 集 に関与 して い る と考 え られ た。
体腔 細 胞 は形 態か ら花 弁 状細胞(petaloidce11)、べん 毛細胞(vibratilece1D、赤
色 桑実 細胞(redmorulacen)、白色桑 実細胞(whitemorulacell)の4種類 に分類 さ
れ た(F孟g,1)。この うち花弁 状細 胞 のみ が シャー レな どの表 面へ の接 着 と食 作用 の
機 能を 有 してお り、 こ の花 弁 状細胞 を食細 胞(phagocyte)として分 類 した。
ii)体腔 細胞 の培 養
体腔 細胞 の培養 液 と して 、人工 海水 と浸透 圧 を調 整 したRPMI1640を使 用 した。
体腔 細胞 の生 残 率 は培 養液 中で は比 較 的 高 く、5時 間 後 で 約85%、24時 間 後 で は
60%前後 で あ った。 また、EDTAはphagocyteの偽 足 の伸展 と接 着能 を 阻害 す るが、
2-ME+caffeineは阻 害 しな い こ とか ら、bhagocyteの培養 を 目的 と した体 腔 液 の採
取 には2・ME+caffeineを抗 凝 固剤 として用 いた。
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2.食 作用
i)体腔 細 胞 に よる食 作用
固定 した 動物 赤血 球 に対す るphagocyteの食作用 活性 を調べ た とこ ろ、ガ チ ョウ
赤血 球 に対す る食作用 率 が他 の赤血 球 に比べ て極端 に低か った(Table1)。また、
他 の赤血 球 を加 えた場 合 とは異 な り、多数 のphagocyteと赤血 球 が 凝集 してい る こ
とも観 察 され た 。ガ チ ョウ赤血 球 は他 の 赤血 球 に比 べ る と大型 で あ る こ とか ら、
phagocyteは異物 の大 き さ に対応 して食作用 と包 囲化 の2つ の防 御機 構 を 選 択 して
いる と推 測 され た。
同様 に 、 固定 した 細 菌 に対す る 食作用 活性 で は、検討 した7種 類 の なか でV必rlo
aηgロ〃1arロmとAeromoηa5hydroρ捌a}こ対 す る食 作用 率が 低 く、phagocyteの食
作用 機構 には細 菌 に対 す る選 択性 が認 め られ た(Table2)。FITCで標 識 した 細菌 に
対す る食作 用活 性 を フ ローサイ トメータ ーに よって測定 した場 合、 すべ ての 細菌 に
つ い て、顕 微鏡 に よる観察 と比較 して若干高 い食 作用活 性が 示 され た(Table2)。
これ はphagocyteに取 り込まれ た 細菌 と表 面 に付 着 してい る 細菌 の蛍光 とを フ ロー
サイ トメー タ ーで は区 別す る こ とがで きない た め と考 え られ た。
ii)オプソニン因子の検索と特性
キタムラサキウニの体腔液 中に、異物に結合することによって食作用を促進する
オ プソニン因子が存在す るか どうかについて検討 した。体腔液で処理 した固定 ヒツ
ジ赤血球 に対する食作用率は約12.9%であ り、Trisbuffer処理赤血球 に対す る食作
用率約7.5%と比較 して有意 に高いこ とが示された。 このオプソニン効果 は、固定
ウサギ赤血球 に対す る場合で も同様 に認め られた。細菌に対するオプソニン効果は、
A.カydroρ鮒aに対 してのみ認 められ、体腔液 中のオ プソニ ン因子は細菌 に対 して
結合特異性を持つことが示唆された。
この体腔液中のオ プソニン因子が どのような物質であるか を調べるために、体腔
液 の赤血球溶血活性 と凝集活性 を指標にして体腔液 の成分分離を行ない、オプ ソニ
ン効果を検討 した。 ヒツジあるいはウサギ赤血球に対するオプソニン効果は、 ウサ
ギ赤血球溶血活性 と凝集活性を含むガラク トース非結合性画分(Fr-1)に認め られ、
ウサギ赤血球凝 集活性のみ を含むガ ラク トース結合性画分(Fr-II)には認 められな
かった(Fig.2)。さらに、このオプソニン効果 は、ガラク トース非結合性 画分から
分離 した分子量約20万にピークを持つ溶血因子画分(HeLy)に認め られた(Fig.3)。
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オ プソニン因子の特 性を調べ るため、オプソニ ン効果の熱耐性 とともにい くつか
の薬 品がオ プソニ ン効果 に及ぼす影響 について調べた。体腔液に50℃以 上の加熱
処理を施す と、オ プソニン効果が消失すると同時に、赤血球溶血活性 も失活 した。
また、オプソニン効果は赤血球凝集活性阻害剤である単糖類では阻害 されず、溶血
活性阻害剤であるhydrazineやthreonineなどによって阻害された(Fig.4)。
体腔液か ら分離 した溶血因子画分を、固定赤血球 と反応させた後の上清中には、
全 く溶血活性は認 められず、溶血因子はすべて固定赤血球 に吸着 した と思われた。
この溶血因子の吸着操作後 の上清からは、固定赤血球に対するオプソニ ン効果 も消
失 していた(Table3)。溶血因子画分に含まれているタンパク質成分 を溶血 因子の
吸着操 作 の前後で電 気泳動によ り比較すると、 分子量が約4万のバ ン ドのみが吸着
操作の後で消失することが認められ、この分子が溶血因子のサブユニ ッ トである と
推察 された(Fig.5)。
以上の結果か ら、体 腔液 のオプソニン因子の主体は溶血因子であ り、 この溶血 因
子は約4万のサブユニ ッ トで構成 される分子量約20万のタンパ ク質である と考えら
れた。 また、溶血 活性やオ プソニン効果を阻害 したhydrazineやthreonineは哺乳
類の補体阻害剤であることか ら、キタムラサキウニのオプソニ ン因子は哺乳類 の補
体系因子 と相似 した分子である可能性が示唆された。
iii)オプソニン効果 の誘導
キタム ラサキウニの体腔 内に固定動物赤血球を注射するこ とで、体腔液 のオ プソ
ニン効果が誘導 され るか否かについて検討 した。固定赤血球を注射 した個体の体腔
液によう ヒツジ赤血球 に対するオ プソニン効果は、人工海水を注射 した個体の体腔
液によるオプソニン効果 よ りも有意 に高 くなった(Table4)。同様に、 ヒ ト赤血球
に対するオプソニン効果 も赤血球注射個体の体腔液の方が高 くなっていた。 したが
って、キタムラサキ ウニのオプソニン効果は異物刺激によって誘導 され ることが明
らか となった。
3.活性酸素
i)各種刺激 と活性酸素産生
固定動物 赤血球や細菌な どに対 して、過酸化水素やスーパーオキシ ドな どの活性
酸素 をキタム ラサキウニのphagocyteが放出することを棘皮動物では初めて明らか
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に した。 活性 酸 素 の放 出量 は、加 えた異 物 の種類 に よって異 な り、phagocyteの異
物認識 に はあ る程 度 の特 異性 があ る と考 え られ た(Tables5,6)。
異 物 に対 す る活性 酸 素 の放 出量 と食 作 用活 性 との 間には 明確 な相 関 は認 め られず 、
可溶性 の刺激 剤 に よ って も活性 酸 素 の放 出が起 きる こ とか ら、活 性酸 素 産生 機構 は
phagocyteによ る異 物 の取 込 みが起 こ らな くて も細胞 膜表 面 へ の異物 刺 激 のみ に よ
って活 性 化 され る と考 え られ た。
ii)オプ ソニ ン 因子 と過酸 化水 素産生
体腔 液処 理 した 細 菌 に対 す る過酸 化水 素 の放 出量 は、 実験 に用 い た7種 の うち
P5eロdomoηa3peroleηεと.Esc加rfc加aoo〃で のみ 、未処 理 の場 合 に比べ て有意 に
増 加 した(Fig.6)。この過 酸 化水素 の放 出促 進効果 は、体 腔液 を100℃で30分加 熱
処 理 して も消失 せ ず、オ プ ソニ ン 因子や溶血 因子あ るい は凝集 因子 な ど とは異 なる
因子 に よる効果 で あ る と考 え られ た。
本研究で得 られた結 果 と従来の知見をまとめ、キタムラサキ ウニ体腔細胞 の生体
防御 における機能の概略を示 した ものがFig.7である。食作用活性や活性酸素 の産
生などの生体防御機能はphagocyteのみ に発 現 してお り、phagocyteが生体防御機
能の主な担い手 とみなす ことができる。脊椎動物のような防御担 当細胞の完全な分
化は見 られないが、phagocyte以外の体腔細胞 も異物の局所への封 じ込めや創傷治
癒 あるいはオプソニン効果 の誘導などといった生体防御機構に何 らかの形で関係 し
ていることが予想 され る。また、食作用や活性酸素の産生な どの生体防御活性には
ある程度の異物特異性が認め られることや、オプソニン因子 と哺乳類の補体系には
関連性が認 められ ることなどの点において前口無脊推動物 とは異な り、む しろ脊推
動物 と類似 した結果が得 られた。 したがって、キタムラサキ ウニの生体防御機構は
系統発生学的な分類 と同様の方向に進化 してきたのではないか と推察 され る。
本研究の結果は、オ プソニン効果の誘導 といった海産無脊椎動物 の生体防御活性
の人為的なコン トロールの可能性 を示唆 してお り、生体防御機構の解明によって、
水産増養殖で しばしば直面する大量驚死の原 因の解明と驚死の防止や、健康な種苗
の生産 などに際 して役立っ重要な基礎的知見を提供 し得 るものと考 えられ る。
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Fig.1MicroscopicphotographsofcoelomocytesofS.nudus.
A,petaloidcell;B,vibratilecell;C,whitemorulacell;D,red
morulacell.Arrowindicatesflagellum.Bar=10Nm.
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審 査 結 果 の 要 旨
本研究は,水産上重要な棘皮動物キタムラサキウニの体腔細胞について,細胞性の生体防御機
構の中心をなす食作用機構と,殺菌作用に深 くかかわる活性酸素産生機構を解析することにより,
生体防御における体腔細胞の機能とその発現様式の一端を明らかにすることを目的としている。
体腔細胞は形態から花弁状細胞(petaloidcell),べん毛細胞(vibratilece11),赤色桑実細胞
(redmorulacell),白色桑実細胞(whitemorulacell)の4種類に分類 された。このうち花弁状
細胞のみが接着と食作用の機能を示 したので,こ の細胞を食細胞(phagocyte)として分類 した。
固定 した動物赤血球と細菌に対するphagocyteの食作用活性を調べたところ,phagocyteは異
物の大きさに対応 して食作用と包囲化の2つ の防御機構を選択 していると推測 された。 また,
phagocyteの食作用機構には細菌に対する選択性が認められた。
次に,食作用を促進するオプソニン因子が体腔液中に存在 し,細菌に対 して結合特異性をもつ
ことが示唆された。 この因子の特性を調べた結果,そ の主体は分子量約20万のタンパク質で,溶
血活性を示した。すなわち,本研究で観察されたオプソニン効果は赤血球凝集活性阻害剤である
単糖類では阻害 されず,溶 血活性阻害剤であるhydrazineやthreonineによって阻害されたが,こ
れらの試薬は哺乳類の補体阻害剤であることから,キタムラサキウニのオプソニン因子は哺乳類
の補体系因子 と相似 した分子である可能性が高いと考えられた。また,こ のオプソニン効果は異
物刺激によって誘導されることが明らかとなった。
キタムラサキウニのphagocyteが固定動物赤血球や細菌に対 して過酸化水素やスーパーオキシ
ドのような活性酸素を放出することを棘皮動物では初めて証明した。活性酸素の放出量は加えた
異物の種類に よって異な り,phagocyteの異物認識にはある程度の特異性があると推定 された。
さらに,活性酸素産生機構はphagocyteによる異物の取 り込みが起こらな くても細胞膜表面への
異物刺激のみによって活性化されると考えられた。また,体腔液処理 した細菌に対する過酸化水
素の放出促進効果は,体腔液を100℃で30分間加熱しても消失 しないことから,オ プソニン因子
や溶血因子あるいは凝集因子などとは異なる因子による効果であることが確認された。
最後に,本研究で得られた結果 と従来の知見をまとめ,キ タムラサキウニ体腔細胞の生体防御
機能の発現様式について考察 した。
このように,本 研究の結果は,オ プソニン効果の誘導 といった海産無脊椎動物の生体防御活性
の人為的制御の可能性を示唆しており,生体防御機構の解明によって,水産増養殖でしばしば直
面する大量艶死の原因の解明と発死の防止や,健康な種苗の生産に際 して役立っ重要な基礎的知
見を提供 し得るものである。よって審査委員一同は本論文の著者が博士(農 学)の 学位を授与 さ
れるに値するものと判定した。
一177一
